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RESUMO 
 
A ostra perlífera nativa Pteria hirundo possui um grande potencial para a 
aquicultura nacional devido a sua capacidade de produzir pérolas. Apesar do 
seu interesse econômico, nada ainda se conhece a respeito do seu sistema 
imune. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo 
preliminar das células imunes ou hemócitos (células circulantes da hemolinfa) 
dessa espécie, a fim de se conhecer melhor o seu sistema imunológico. 
Através de microscopia de luz, foi possível identificar, caracterizar e quantificar 
as populações de hemócitos presentes na hemolinfa. Os hemócitos de P. 
hirundo são semelhantes aos encontrados em outros moluscos bivalves. Foram 
identificados dois tipos principais de células: hemócitos com grânulos 
citoplasmáticos (hemócitos granulares ou HG) e hemócitos sem grânulos 
(hemócitos hialinos ou HH). Através de ensaios in vitro com microesferas 
fluorescentes de látex (2 µm de diâmetro), foi possível confirmar que os 
hemócitos apresentam capacidade fagocítica. Por meio da técnica de 
imunoflourescência indireta, não foi possível detectar a presença do peptídeo 
antimicrobiano mitilina nas células circulantes de P. hirundo. A participação dos 
hemócitos nas respostas de defesa imune foi avaliada 24 h após um estímulo 
microbiano com a bactéria marinha Vibrio harveyi. Apesar de não terem sido 
encontradas diferenças estatísticas na concentração total de hemócitos, a 
proporção de HG circulantes nos animais estimulados com V. harveyi e com 
salina foi 15,5 % maior do que em animais não estimulados. O presente estudo 
é de grande importância para o conhecimento de alguns aspectos do sistema 
imunológico da ostra perlífera nativa P. hirundo, podendo contribuir para a 
prevenção e controle de enfermidades nos cultivos. 
 
 
Palavras-chave: Pteria hirundo, sistema imune, hemócitos, peptídeos 
antimicrobianos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
The indegenous pearl oyster Pteria hirundo has a great potential in aquaculture 
due to its capacity to produce pearls. Despite of its economic importance, little 
is known about its immune system. In this context, the aim of this study was to 
basically characterize the immune cells or hemocytes (circulating cells of the 
hemolymph) of this species, in order to increase the knowledge of its immune 
system. By using light microscopy, it was possible to identify, characterize and 
quantify the hemocyte populations found in the hemolymph. The pearl oyster 
hemocytes are similar to those found in other bivalve molluscs. Two main types 
of hemocytes were identified: cells with cytoplasmatic granules (granular 
hemocytes or HG) and agranular cells (hyaline hemocytes or HH). Through in 
vitro assays with fluorescent latex microspheres (2 µm diameter), it was 
possible to confirm the phagocytic capacity of these cells. Using 
immunofluorescence, it was not possible to detect the presence of the 
antimicrobial peptide mytilin in the circulating cells of P. hirundo. The 
involvement of hemocytes in the immune defense responses was evaluated at 
24 hours after a microbial challenge with the marine Gram-negative bacterium 
Vibrio harveyi. Although no differences were found in the concentration of 
hemocytes, the proportion of circulating HG in animals stimulated with V. 
harveyi or saline was 15,5 % higher than in non-stimulated animals. The 
present study is of particular importance for the knowledge of some aspects of 
the immune system of the indigenous pearl oyster P. hirundo, which can 
contributes to prevention and control of diseases in cultured animals. 
 
 
Key words: Pteria hirundo, immune system, hemocytes, antimicrobial peptides. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Alguns aspectos relacionados ao cultivo de moluscos bivalves 
 
A aquicultura mundial vem crescendo consideravelmente nos últimos 
anos. A produção aquícola desempenha um papel social e econômico de 
grande relevância por meio da produção alimentícia e geração de empregos e 
renda. Em 2010, a produção mudial de pescados alcançou um volume total de 
59,9 milhões de toneladas, movimentando aproximadamente 119.400 milhões 
de dólares (FAO, 2012). O Brasil está entre os dez maiores países produtores 
de pescados das Américas, alcançando em 2010 um volume total de produção 
de 479.399 toneladas (FAO, 2012). A maricultura nacional baseia-se 
principalmente na produção de crustáceos (carcinicultura) e de moluscos 
bivalves (malacocultura) (MPA, 2011). 
Diversos estados, ao longo da costa brasileira, têm implantado o cultivo 
de moluscos bivalves. O Estado de Santa Catarina se destaca como o principal 
produtor de moluscos cultivados no país, sendo responsável por cerca de 90 % 
da produção nacional de ostras e mexilhões. Em 2011, a produção total de 
moluscos bivalves no Estado de Santa Catarina foi de 18.254 toneladas, sendo 
que os municípios da grande Florianópolis foram responsáveis por 96 % desse 
montante (MPA, 2011). Entre as espécies cultivadas, destacam-se a ostra 
Crassostrea gigas, o mexilhão Perna perna e a vieira Nodipecten nodosus. 
Apesar da ampla diversidade de moluscos marinhos encontrados no 
Brasil, o cultivo de moluscos restringe-se basicamente às espécies 
comestíveis. No entanto, algumas espécies podem oferecer um valor comercial 
ainda maior do que o seu uso restrito ao consumo humano, como no caso das 
espécies perlíferas. Além de serem comestíveis, alguns moluscos da família 
Pteriidae possuem a capacidade de produzir pérolas  o que faz aumentar seu 
interesse para aquicultura (URBAN, 2000). No litoral brasileiro, foram 
identificadas pelo menos duas espécies da família Pteriidae, Pinctada imbricata 
e Pteria hirundo. Considerando o desenvolvimento da aquicultura e a busca por 
novas espécies para o cultivo, essas se destacam como uma interessante 
opção devido a sua capacidade de produzir pérolas (Albuquerque et al., 2012). 
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1.2. A ostra perlífera Pteria hirundo 
 
As ostras perlíferas da família Pteriidae são representadas principalmente 
por dois gêneros: Pteria e Pinctada. Esses bivalves possuem um grande valor 
econômico, devido a sua capacidade de produzir pérolas, como demonstrado 
em outros países. Segundo Fassler (1995), os maiores produtores de pérolas 
estão no Japão, China, Sul do Pacífico e Sudeste da Ásia. Entre as espécies 
mais cultivadas no mundo estão a Pinctada maxima, Pinctada margaritifera, 
Pinctada martensi, Pteria penguin e Pteria sterna. 
Entre as ostras perlíferas com potencialidade de cultivo no Brasil está a 
espécie P. hirundo, também conhecida como ostra alada do Atlântico (“Atlantic 
Wing Oyster”) ou laripeba (Albuquerque et al., 2012). Essa espécie é 
encontrada na bibliografia com as sinonímias P. colymbus (Rödinger, 1798) e 
P. atlantica (Lamarck, 1819) ( Abbott, 1974; Rios, 2009). Essa ostra perlífera 
ocorre desde a América do Norte até o Brasil, incluindo ainda o oeste da Índia. 
Em seu ambiente natural, P. hirundo é encontrada em profundidades que 
variam de 20 a 150 m. Essa perlífera possui uma coloração que vai do marrom 
ao avermelhado (Figura 1) e produz um bisso resistente. Ela é ainda 
caracterizada pelo formato ovalado das valvas e a presença de aurículas, onde 
a posterior apresenta um prolongamento em forma de asa (Rios, 2009 apud 
Albuquerque et al. 2012). 
 
Figura 1. Vista (A) externa e (B) interna das valvas de um indivíduo adulto da espécie Pteria 
hirundo. 
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Apesar de não ser uma característica exclusiva dos pterídeos, a 
ocorrência de pérolas nessas espécies é bastante frequente. A pérola se forma 
em resposta a fatores externos, como resíduos ou grãos de areia que entram 
na concha. Existem dois tipos de pérolas: (i) a pérola ampolada, também 
chamada meia-pérola, que é uma protrusão da superfície interna da concha da 
ostra e (ii) a pérola encistada, formada ao redor do núcleo, dentro do corpo do 
molusco (Nagai, 2013). A pérola é uma concreção densa e brilhante, que 
consiste em uma pequena partícula rodeada por camadas concêntricas de 
nácar, composta por conchiolina (C32H48N9O11), carbonato de cálcio na forma 
de aragonita (CaCO3) e água (Nagai, 2013). Espécies do gênero Pteria, como 
P. hirundo, possuem a capacidade de produzir pérolas do tipo ampolada. Além 
de produzir pérolas, a carne de P. hirundo pode ser também utilizada para 
consumo humano, o que faz aumentar ainda mais o seu interesse para a 
aquicultura (Albuquerque, 2010). 
Apesar do grande potencial das ostras perlíferas para a aquicultura 
nacional, não há relatos de cultivo comercial de nenhum pterídeo no Brasil. O 
Laboratório de Moluscos Marinhos (LMM), pertencente ao Departamento de 
Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina, vem estudando a P. 
hirundo desde meados dos anos 2000, assim que se observou a presença 
desses animais nas estruturas de cultivo (cordas de mexilhões) (Alves, 2010; 
Albuquerque, 2010). Resultados oriundos do LMM mostraram que essa 
espécie apresenta uma alta taxa de crescimento e sobrevivência em cultivo 
(Albuquerque et al., 2012), confirmando seu potencial zootécnico. 
 
1.3. Sistema imune dos moluscos bivalves 
 
Os moluscos bivalves precisam filtrar diariamente grandes volumes de 
água para a sua respiração e nutrição. Em consequência, esses animais estão 
constantemente expostos a uma grande variedade de microrganismos, 
incluindo muitas espécies patogênicas. Para combater e controlar infecções, os 
moluscos contam com eficientes mecanismos externos e internos de defesa 
(Vargas-Albores & Barracco, 2001; Barracco & da Silva, 2008; Schmitt et al., 
2012; ). A primeira linha de defesa é conferida pela concha e pela produção de 
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muco, que servem como barreiras fisico-químicas. Quando essas barreiras são 
ultrapassadas, diferentes reações imunológicas são então desencadeadas com 
o objetivo de eliminar os agentes invasores (Barracco & da Silva, 2008). 
Os moluscos bivalves, assim como outros invertebrados, possuem 
apenas um sistema imunológico do tipo inato, não possuindo uma imunidade 
do tipo adaptativa como ocorre nos vertebrados mandibulados (Schmitt et al., 
2012). Assim, esses animais são desprovidos de células da linhagem 
linfocítica, as quais são responsáveis pela produção de anticorpos e por 
memória imunológica baseada em linfócitos. Apesar da ausência de respostas 
adaptativas de defesa, o sistema imunológico dos moluscos é altamente 
complexo e envolve tanto reações dos próprios organismos quanto das 
comunidades microbianas endobiontes a eles associadas (Schmitt et al., 2012). 
Os moluscos bivalves possuem um sistema circulatório semiaberto, onde 
a hemolinfa (correspondente ao sangue dos vertebrados) flui entre os 
diferentes tecidos (Bachère et al., 2004). A hemolinfa é composta por uma 
fração celular, representada pelas células circulantes ou hemócitos, e por uma 
fração líquida constituída pelo plasma (Barracco & da Silva, 2008). Os 
hemócitos são as células imunocompetentes e também os “fagócitos 
profissionais” dos moluscos, os quais são capazes de produzir uma grande 
quantidade de efetores imunológicos (Schmitt et al., 2012).  
De acordo com a classificação de Cheng (1981) e Hine (1999), os 
hemócitos de moluscos bivalves são usualmente subdividios em duas grandes 
categorias celulares: hemócitos granulares e hialinos. Os hemócitos 
granulares (HG) apresentam grânulos citoplasmáticos de tamanho variado, 
onde estão armazenados diferentes efetores do sistem imune (Schmitt et al., 
2012). Os hemócitos hialinos (HH), por sua vez, apresentam de poucos a 
nenhum grânulo e são subdividos em duas classes: (i) células indiferenciadas 
ou blásticas, com uma alta relação núcleo/citoplasma e (ii) células basófilas 
maiores, semelhantes a macrófagos. Durante uma infecção, os hemócitos 
migram massivamente para os locais de injúria, onde realizam a fagocitose dos 
agentes invasores. No caso de parasitas maiores (como fungos e metazoários), 
os hemócitos se depositam em várias camadas em volta desse agente invasor, 
formando cápsulas celulares, onde o parasita aprisionado é posteriormente 
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destruído (Barracco & da Silva, 2008). 
A eliminação dos agentes invasores ocorre através da ativação de 
mecanismos de defesa que englobam tanto respostas celulares (mediadas 
pelos hemócitos) quanto respostas humorais (mediadas pelas moléculas 
imunológicas dissolvidas no plasma). Entre os principais mecanismos de 
defesa reconhecidos em moluscos bivalves estão: (i) reconhecimento do não-
próprio por receptores presentes na superfície dos hemócitos ou solúveis no 
plasma, (ii) ativação e sinalização dos hemócitos, (iii) produção de espécies 
reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN) e (iv) síntese de proteínas e 
peptídeos antimicrobianos (PAM) (Schmitt et al., 2012; Bachère et al., 2004). 
 
1.4. Proteínas e peptídeos antimicrobianos 
 
As proteínas e peptídeos antimicrobianos (PAM) são componentes 
essenciais do sistema imune inato e estão amplamente distribuídos entre os 
diferentes Reinos dos seres vivos. Essas moléculas podem apresentar uma 
atividade microbicida rápida e potente contra um extenso espectro de 
microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, 
protozoários e muitos vírus (Guaní-Guerra et al., 2010). Os PAM são 
classicamente descritos como moléculas anfipáticas e de baixo peso molecular 
(<10 kDa). Sua característica anfipática (uma região catiônica e uma região 
hidrofóbica) facilita a sua interação e inserção nos fosfolipídeos aniônicos 
presentes na membrana externa dos microrganismos (Rosa & Barracco, 2010; 
Yount et al., 2006). Ao interagirem com a membrana, os PAM podem nela se 
inserir, formando grandes poros por onde há extravasamento do conteúdo 
citoplasmático bacteriano. Além disso, os PAM podem ainda apresentar uma 
atividade detergente ou ainda interferir em diferentes vias metabólicas, 
causado a morte do microrganismo (Guaní-Guerra et al., 2010). 
Até o presente momento, oito famílias de PAM foram identificadas em 
moluscos bivalves (Li et al., 2011). Entre elas, os PAM melhor caracterizados 
são os ricos em cisteína da família das defensinas e das mitilinas. As 
defensinas foram os primeiros PAM identificados em moluscos, as quais foram 
inicialmente purificadas a partir da hemolinfa do mexilhão Mytilus edulis 
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(Charlet et al. 1996). Além dos mexilhões (Charlet et al. 1996; Hubert et al., 
1996; Mitta et al., 1999; Xu & Faisal, 2010), as defensinas foram descritas 
também em outras espécies de bivalves, como ostras (Gueguen et al., 2006; 
Seo et al., 2005), amêijoas (Adhya et al., 2012) e no bivalve dulcícola Hyriopsis 
cumingii (Ren et al., 2011). As defensinas são peptídeos catiônicos, ricos em 
resíduos de cisteína e que apresentam uma estrutura do tipo CSαβ, composta 
por uma α-hélice conectada a duas folhas β pregueadas antiparalelas 
estabilizadas por pontes de dissulfeto (Figura 2A). Elas apresentam atividade 
principalmente contra bactérias Gram-positivas e fungos filamentosos. Além 
das defensinas, as mitilinas também são peptídeos catiônicos ricos em 
resíduos de cisteína e que apresentam uma estrutura do tipo CSαβ (Roch et 
al., 2008; Mitta et al., 2000) (Figura 2B). No entanto, esse PAM foi descrito 
unicamente em mexilhões e apresenta um espectro de atividade maior do que 
as defensinas, incluindo bactérias Gram-negativas e algumas espécies de 
Vibrio (Mitta et al., 2000). 
 
Figura 2. Estrutura tridimensional da (A) defensina da ostra Crassostrea gigas (PDB: 2B68) e 
da (B) mitilina do mexilão Mytilus galloprovincialis (PDB: 2EEM). Ambos peptídeos apresentam 
uma estrutura do tipo CSαβ, composta por uma α-hélice conectada a duas folhas β pregueadas 
antiparalelas estabilizadas por pontes de dissulfeto.  
 
 
 
Fonte: adaptado de Scmitt et al., 2012; Roch et al., 2008. 
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De uma maneira geral, pouco ainda se conhece a respeito do sistema 
imune de pterídeos, apesar do seu grande potencial para a aquicultura. Assim, 
o estudo do sistema imune de ostras perlíferas aumentará o nosso 
conhecimento a respeito da biologia dessas espécies, o que é ainda muito 
negligenciado. Haja vista o potencial zootécnico e de produção aquícola das 
ostras perlíferas (Albuquerque et al., 2012), uma maior compreensão dos 
aspectos imunológicos dessas espécies poderá fornecer subsídios importantes 
para a prevenção e controle de enfermidades nas larviculturas e nos cultivos. 
Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar os 
hemócitos da perlífera nativa P. hirundo, de maneira a fornecer as primeiras 
informações sobre os aspectos imunológicos dessa espécie, contribuindo para 
viabilizar o cultivo de perlíferas em Santa Catarina. 
 
 
19 
 
 
2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral 
 
O objetivo principal deste trabalho foi realizar um estudo preliminar dos 
hemócitos (células circulantes da hemolinfa) da perlífera nativa Pteria hirundo.  
 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
- Identificar, caracterizar e quantificar os hemócitos da perlífera P. hirundo; 
- Avaliar a capacidade fagocítica dos hemócitos; 
- Detectar a presença do peptídeo antimicrobiano mitilina nos hemócitos; 
- Determinar os hemogramas (contagem total e diferencial de hemócitos) de 
animais submetidos ou não a um estímulo microbiano. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. Animais 
 
Foram utilizados 40 indivíduos adultos da espécie Pteria hirundo 
(Linnaeus, 1758), medindo entre 42 e 63 mm de altura e com o peso médio de 
31 ± 8,7 g (com concha). Os animais, designados neste estudo como 
“perlíferas”, foram gentilmente cedidos pelo professor Dr. Marcos Caivano 
Pedroso de Albuquerque do Laboratório de Moluscos Marinhos 
(UFSC/CCA/AQI). Após coletados, todos os animais foram imediatamente 
transferidos para o Laboratório de Imunologia Aplicada à Aquicultura 
(UFSC/CCB/BEG), onde foram acondicionados em aquários 35 de litros, 
contendo água do mar filtrada (32-34 ‰), mantidos sob aeração constante e à 
temperatura controlada de 23 ± 4 °C. Os animais foram aclimatados por quatro 
dias, sem alimentação e com troca regular de água (uma vez ao dia) até serem 
utilizados nos experimentos. 
 
3.2. Estímulo microbiano 
 
Para os ensaios de estímulo microbiano, foi utilizada a bactéria marinha 
Gram-negativa Vibrio harveyi ATCC 14126 (= LMG 4044). A cultura de V. 
harveyi foi realizada em meio LB-NaCl (10 % peptona, 0,5 % extrato de 
levedura, 30 % NaCl, pH 7,2) a 20 ± 2 °C por período de 16 h sob agitação 
(150 rpm). No dia seguinte, a cultura bacteriana foi centrifugada (1.000 ×g por 
10 min) e suspendida em PBS (Laborclin®) acrescido de 2,1 % de NaCl (pH 
7,2) e denominado neste trabalho de “PBS-salina”. A concentração bacteriana 
foi então ajustada a uma densidade óptica (DO600nm) de 1, utilizando-se um 
espectrofotômetro (WPA®). Posteriormente, a solução bacteriana foi finalmente 
aquecida a 70 °C por 15 min para a inativação das bactérias. 
O estímulo bacteriano foi realizado através da injeção de 100 µL da 
suspensão bacteriana inativada no músculo adutor de 12 animais, segundo 
protocolo adaptado de Duperthuy e colaboradores (2010). Para isso, os 
animais foram mantidos fora da água por aproximadamente 20 min para a 
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abertura total das valvas. Após esse período, foi introduzido entre as valvas um 
utensílio de plástico para mantê-las abertas durante a injeção. Animais não 
estimulados (n=12) e animais injetados com o mesmo volume de PBS-salina 
(n=12) foram utilizados como controle. Os diferentes grupos foram então 
separados de acordo com o tratamento, devolvidos aos aquários e analisados 
após 24 h. 
 
3.3. Coleta de hemolinfa 
 
Para os hemogramas e ensaios de atividade fagocítica, a hemolinfa foi 
individualmente extraída diretamente do músculo adutor, utilizando uma 
seringa estéril resfriada a 0°C de 1 mL com agulha de 21G. As amostras 
destinadas aos hemogramas foram separadas individualmente, de acordo com 
o tratamento, e conservadas em solução antiagregante (Solução de Alsever 
Modificada ou MAS: 27 mM citrato de sódio, 336 mM cloreto de sódio, 115 mM 
glicose, 9 mM EDTA, pH 7,2) acrescida de 4 % de formaldeído (1:2, 
hemolinfa:MAS-formol). Para a avaliação da atividade fagocítica, amostras 
individuais de hemolinfa de 4 animais não estimulados foram reunidas num 
único conjunto de amostras e processadas conforme descrito no item 3.6. 
Para os ensaios de imunofluorescência indireta, coloração de Giemsa e 
marcação fluorescente, a hemolinfa foi coletada na forma de um único conjunto 
de amostras (n=4) na presença de MAS (1:2, hemolinfa:MAS), conforme 
descrito acima. A solução celular foi lavada duas vezes em MAS (800 ×g por 10 
min a 4 °C) antes de ser processada. 
 
3.4. Caracterização dos tipos de hemócitos 
 
3.4.1. Microscopia de contraste de fase 
 
As amostras contendo hemócitos fixados foram depositadas em finas 
camadas, entre lâmina e lamínula, e visualizadas ao microscópio de contraste 
de fase para observação e identificação dos tipos celulares (aumento de 
1.000×). Além disso, o diâmetro das células (em µm) foi determinado pela 
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extensão de uma régua ocular micrométrica acoplada à ocular de 10×. 
 
3.4.2 Coloração de Giemsa 
 
Amostras de hemolinfa (contendo 105 células) coletadas em MAS foram 
espalhadas sobre lamínulas de 22×22 mm estéreis contendo cloreto de cálcio 
(CaCl2) na concentração final de 20 mM e incubadas por 20 min à temperatura 
ambiente para a adesão celular. Após adesão, as monocamadas celulares 
foram fixadas com metanol por 10 min e lavadas 2× em água destilada. Em 
seguida, os hemócitos foram corados com uma solução de Giemsa em PBS 
(1:6, v:v) durante 15 min e lavados em água destilada. Após secas, as lâminas 
foram observadas ao microscópio óptico de luz (aumento de 1.000×) e 
fotografadas quando oportuno. 
 
3.4.3 Microscopia de fluorescência 
 
Amostras de hemolinfa (contendo 105 células) coletadas em MAS foram 
espalhadas sobre lamínulas de 22×22 mm estéreis contendo CaCl2 na 
concentração final de 20 mM e incubadas por 20 min à temperatura ambiente 
para a adesão celular. Após adesão, as monocamadas celulares foram fixadas 
com uma solução de MAS contendo 4 % de paraformaldeído por 15 min e 
lavadas 3× em tampão PBS. Em seguida, os hemócitos foram incubados no 
escuro por 15 min com tampão PBS contendo 0,0001 mg/mL de DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole), para a marcação fluorescente do núcleo na cor azul, 
e faloidina conjugada com Alexa Fluor® 568 (1:500), para marcação 
fluorescente do citoesqueleto (actina-F) na cor vermelha. As lamínulas foram 
observadas ao microscópio invertido de fluorescência no Laboratório de 
Células Tronco e Regeneração Tecidual (UFSC/CCB/BEG) e fotografada 
quando oportuno. 
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3.5 Hemogramas 
 
3.5.1. Contagem total de hemócitos (THC) 
 
A contagem total de hemócitos (Total Hemocyte Count ou THC) foi 
estimada em câmara de Neubauer, a partir das amostras individuais de 
hemócitos fixados em MAS-formol de animais saudáveis, conforme protocolo 
padronizado para a contagem de leucócitos humanos (Beçak e Paulete 1976). 
 
3.5.2. Contagem diferencial de hemócitos (DHC) 
 
A contagem diferencial de hemócitos (Differential Hemocyte Count ou 
DHC) foi realizada em microscopia de contraste de fase (aumento de 1.000×), 
a partir de cinco amostras de cada grupo experimental. A porcentagem relativa 
dos hemócitos granulares e hialinos foi determinada contando-se 
aleatoriamente 100 células por lâmina (Schleder et al., 2008). 
 
3.6. Ensaios de fagocitose 
 
Para a avaliação da capacidade fagocítica, uma amostra de hemolinfa 
contendo 2×105 hemócitos de um único conjunto de amostras de 4 animais foi 
diluída em água do mar estéril (1:2, hemolinfa:água do mar) e incubada por 1 h 
a 20 °C com 1,7×108 microesferas fluorescentes de látex (485 nm de emissão - 
cor amarelo/verde) de 2 µm de diâmetro (Polysciences®). Após esse período, 
as amostras foram fixadas em MAS-formol 4 % (1:2, hemolinfa:MAS-formol). 
Após fixadas, as amostras foram incubadas por 10 min com tampão PBS 
contendo 0,0001 mg/mL de DAPI para a marcação fluorescente do núcleo dos 
hemócitos na cor azul. As amostras de hemolinfa fixadas foram então 
depositadas em finas camadas, entre lâmina e lamínula, e visualizadas ao 
microscópio de fluorescência. 
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3.7. Imunofluorescência indireta 
 
A detecção do peptídeo antimicrobiano mitilina nos hemócitos de P. 
hirundo foi realizada de acordo com o método descrito por Mitta e 
colaboradores (2000). Amostras de hemolinfa (contendo 105 células) coletadas 
em MAS foram espalhadas sobre lamínulas de 22×22 mm estéreis contendo 
CaCl2 na concentração final de 20 mM. As células foram incubadas por 20 min 
à temperatura ambiente para permitir a adesão celular. Após adesão, as 
monocamadas celulares foram fixadas com uma solução de MAS contendo 4% 
de paraformaldeído por 15 min e lavadas 3× em tampão PBS. 
A presença de mitilinas nos hemócitos foi avaliada utilizando-se 
anticorpos policlonais anti-mitilina B de Mytillus galloprovincialis (Mitta et al., 
2000), produzidos em coelho e gentilmente cedidos pela Dra. Evelyne Bachère 
da Université Montpellier 2 (França). Para tal, as monocamadas de hemócitos 
foram inicialmente permeabilizados com solução de permeabilização (0,2 % 
gelatina, 0,5 % Triton X-100, 50 mM cloreto de amônio em PBS, pH 7,2) por 30 
min e lavadas 3× com solução de lavagem (0,1 % de Tween-20 em PBS, pH 
7,2). Em seguida, as monocamadas foram incubadas com solução de bloqueio 
(5 % de leite em pó desnatado em solução de lavagem) por período de 16 h a 
4°C. 
As monocamadas foram incubadas com 100 µL do anticorpo anti-mitilina 
B (30 µg/mL final) por 90 min à temperatura ambiente. Após lavagem, as 
monocamadas foram incubadas durante 15 min em câmara úmida escura com 
anticorpos secundários anti-coelho (produzidos em cabra) conjugados com 
FITC (fluorescein isothiocyanate) (521 nm de emissão - cor verde) diluídos 
1:300 em uma solução contendo 0,0001 mg/mL de DAPI (marcação do núcleo 
na cor azul) e 0,003 % do corante Azul de Evans (Sigma®) para diminuir a auto-
fluorescência natural das células. As lamínulas foram observadas ao 
microscópio invertido de fluorescência no Laboratório de Células Tronco e 
Regeneração Tecidual (UFSC/CCB/BEG). Os controles negativos foram 
realizados na ausência dos anticorpos primários anti-mitilina B. Como controle 
positivo, foram utilizadas células da ostra C. gigas, as quais foram preparadas 
segundo o protocolo acima descrito para P. hirundo. Todos os ensaios de 
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imunofluorescência indireta foram realizados em duplicata.  
 
3.8. Análise estatística 
 
Significâncias estatísticas (P<0,05) entre os dados de THC e DHC dos 
diferentes grupos experimentais foram realizadas pela análise de variância 
(ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de comparação de médias de Tukey. 
26 
 
 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Caracterização dos hemócitos da perlífera P. hirundo 
 
Para compreender o sistema imune de um invertebrado, é de extrema 
importância que se identifique e caracterize suas células imunocompetentes, as 
quais se encontram presentes na hemolinfa. Através das metodologias 
empregadas neste trabalho, foi possível identificar, caracterizar e quantificar os 
hemócitos circulantes da perlífera nativa P. hirundo. Os hemócitos identificados 
são semelhantes aos hemócitos de outros moluscos bivalves, encontrando-se 
na concentração de 3,57 ± 1,87×106 células por mL de hemolinfa (Figura 3). 
 
Figura 3. Número de hemócitos circulantes na hemolinfa de diferentes espécies de moluscos. 
O nome das espécies (com a indicação das famílias) está representado à direita: Pteria 
hirundo, Pinctada fucata (Dang et al., 2012), Crassostrea rhizophorae (Barth et al., 2003), C. 
gasar (Queiroga et al., 2013), C. gigas (Zhang et al., 2014), Saccostrea glomerata (Dang et al., 
2014), Nodipecten nodosus (Schleder et al., 2008), Argopecten irradians (Zhang et al., 2006), 
Chlamys farreri (Liu et al., 2004), Mytilus edulis (Coles et al., 1995), Perna perna (Barracco et 
al., 1999), Venerupis (Ruditapes) philippinarum (Oubella et al., 1996), Macrocallista nimbosa 
(Jauzein et al., 2013) e Octopus vulgaris (Castellanos-Martínez et al., 2014). O dendograma à 
esquerda indica a relação filogenética entre as espécies (Plazzi et al., 2011). 
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O número de hemócitos circulantes na hemolinfa de P. hirundo 
assemelha-se ao encontrado na hemolinfa da ostra perlífera Pinctada fucata 
(3,62×106 hemócitos/mL), outro membro pertencente à família Pteriidae (Dang 
et al., 2012) (Figura 3). Além dessa espécie, foram encontradas semelhanças 
no número total de hemócitos com os bivalves nativos Crassostrea rhizophorae 
(2,55×106 hemócitos/mL) e Perna perna (3,40×106 hemócitos/mL) e com o 
venerídeo Venerupis (Ruditapes) philippinarum (2,5×106 hemócitos/mL) (Barth 
et al., 2003; Barracco et al., 1999; Oubella et al., 1996). 
Durante as análises foram identificados dois tipos celulares básicos na 
hemolinfa: hemócitos granulares (HG) e hemócitos hialinos (HH) (Figura 4). Os 
hemócitos granulares (HG) da espécie P. hirundo caracterizam-se pela 
presença de poucos grânulos no citoplasma. Essas células possuem um 
tamanho variado (6-12 µm) e apresentam-se predominantemente nas formas 
esférica e ovalada. Alguns poucos HG foram encontrados na forma alongada. 
Quando observados em microscopia de fase, os grânulos destacam-se em 
relação ao núcleo e ao citoplasma, por apresentar uma coloração mais escura 
e não refringente. 
Os HG representam a população mais abundante de P. hirundo (78 % 
dos hemócitos presentes na hemolinfa), assim como observado na ostra C. 
rhizophorae (82 %) (Barth et al., 2003) e no polvo Octopus vulgaris (82 %) 
(Castellanos-Martínez et al., 2014). Geralmente, os grânulos dos HG de outras 
espécies de invertebrados marinhos, como ostras, mexilhões e camarões 
mostram-se bastante refringentes em microscopia de contraste de fase 
(Barracco et al., 2008; Barracco & da Silva, 2008). Através da coloração de 
Giemsa, observou-se a presença de grânulos de diferentes tamanhos 
distribuídos em células com citoplasma mais restrito ou abundante (Figura 4). 
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Figura 4. Hemócitos circulantes presentes na hemolinfa da ostra perlífera Pteria hirundo. (A-C) 
Hemócitos granulares e (D-E) hemócitos hialinos corados com Giemsa. (F) Núcleo dos 
hemócitos marcados na cor azul com o intercalante DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) e 
citoesqueleto (actina-F) marcado na cor vermelha com faloidina conjugada com Alexa Fluor
®
 
568. A barra corresponde a 5 μm. 
 
 
 
Os hemócitos hialinos (HH) de P. hirundo caracterizam-se pela ausência 
total de grânulos citoplasmáticos. Os HH (5-9 µm) são células menores em 
relação aos HG e apresentam-se unicamente nas formas esférica e ovalada. 
Os HH apresentam uma proporção maior entre núcleo/citoplasma (quando 
comparado aos HG), onde o núcleo ocupa grande parte do citoplasma. Tais 
células representam 22 % dos hemócitos circulantes de P. hirundo.  
As diferentes subpopulações de hemócitos presentes na hemolinfa estão 
diretamente relacionadas à imunidade dos moluscos bivalves (Schmitt et al., 
2012). Os HG parecem ser, de modo geral, as células mais ativas nas 
respostas imunológicas de moluscos. Embora sua composição e função 
possam variar consideravelmente, essas células são capazes de fagocitar 
ativamente microrganismos, gerar ERO e ERN e sintetizar proteínas de 
reconhecimento padrão, enzimas digestivas e PAM (Schmitt et al., 2012; 
Barracco & da Silva, 2008). Segundo Vargas-Abores e Barracco (2001), os HH, 
por outro lado, parecem ter uma participação mais secundária nas respostas de 
defesa. 
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4.2. Os hemócitos de P. hirundo possuem capacidade fagocítica 
 
Quando o hospedeiro é invadido por microrganismos, os hemócitos 
migram massivamente através dos tecidos para os sítios de infecção, gerando 
uma resposta imunológica (Rosa et al., 2011). Nesses sítios, as células 
circulantes da hemolinfa possuem a capacidade envolver, interiorizar e 
degradar microrganismos. Nesse contexto, uma importante pergunta deste 
trabalho foi avaliar se as células presentes na hemolinfa de P. hirundo são 
capazes de fagocitar agentes invasores.  
Através de ensaios in vitro com microesferas fluorescentes de látex (2 µm 
de diâmetro), foi possível confirmar que grande parte dessas células, 
apresentam capacidade fagocítica (Figura 5), assim como descrito em outras 
espécies de invertebrados (Barracco et al., 2008; Bachère et al., 2004). Tais 
resultados sugerem que os hemócitos de P. hirundo participem no 
reconhecimento e interiorização de microrganismos invasores para a sua 
posterior eliminação. Contudo, para melhor caracterizar a capacidade 
fagocítica dos hemócitos dessa espécie, faz-se necessário a realização de 
estudos com diferentes tipos de microrganismos e determinação dos tipos 
celulares envolvidos, uma vez que foi observado que nem todos hemócitos 
foram capazes de fagocitar as microesferas. 
 
Figura 5. Ensaio de fagocitose dos hemócitos de Pteria hirundo com microesferas de látex 
fluorescentes. (A) A coloração em azul corresponde ao núcleo dos hemócitos marcados com 
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). (B) A coloração em verde corresponde às microesferas 
de látex fluorescentes (2 µm de diâmetro) fagocitadas pelos hemócitos. A barra corresponde a 
5 μm. 
 
 
 
4.3. Peptídeos antimicrobianos do tipo CSαβ (mitilinas e defensinas) 
A B
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parecem não estar presentes nos hemócitos de P. hirundo 
 
Proteínas e peptídeos antimicrobianos (PAM) são um dos efetores da 
imunidade inata mais conservados ao longo da evolução (Mitta et. al, 2000). 
Essas moléculas apresentam uma grande diversidade estrutural e biológica, 
podendo apresentar uma atividade antimicrobiana rápida e potente contra um 
amplo espectro de microrganismos (Guaní-Guerra et al., 2010). Em moluscos 
bivalves, diferentes famílias de PAM têm sido isoladas e caracterizadas, entre 
elas as defensinas (Charlet et al. 1996; Hubert et al., 1996), mitilinas (Mitta et 
al., 2000), miticinas (Mitta et al., 1999), mitimicinas (Sonthi et al., 2012), 
mitimacinas (Gerdol et al., 2012), big defensinas (Rosa et al., 2011), peptídeos 
ricos em prolina/arginina (Gueguen et al., 2009) e a proteína bactericida 
indutora de permeabilidade (Gonzalez et al., 2007). 
Através da técnica de imunofluorescência indireta utilizando anti-mitilina 
de M. galloprovincialis, não foi possível detectar a presença de mitilinas nos 
hemócitos de P. hirundo (Figura 6). Devido a sua similaridade estrutural com 
as defensinas (Figura 2), as mitilinas foram detectadas nos grânulos dos 
hemócitos da ostra C. gigas (Figura 6). Ambos peptídeos apresentam uma 
estrutura do tipo CSαβ, estabilizada por quatro pontes intramoleculares de 
dissulfeto (Schmitt et al., 2012; Roch et al., 2008). A aparente ausência de 
peptídeos do tipo CSαβ (mitilinas e defensinas) nos hemócitos de P. hirundo 
não é um indicativo da inexistência de PAM nessa espécie. Até o momento, 
este é o primeiro relato sobre a detecção de PAM em pterídeos. Assim, seria 
de grande importância estudos de identificação e caracterização de novas 
famílias de PAM nessa família de moluscos bivalves. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Detecção de mitilinas nos hemócitos da perlífera nativa Pteria hirundo por 
imunofluorescência indireta. (A) Hemócitos de P. hirundo e da (C) ostra Crassostrea gigas 
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incubados com anticorpos policlonais anti-mitilina B de Mytilus galloprovincialis. Os controles 
negativos foram realizados na ausência dos anticorpos primários em preparações de hemócitos 
de (B) P. hirundo e (D) C. gigas. A coloração em verde corresponde à marcação de mitilinas 
enquanto que a coloração em azul corresponde ao núcleo dos hemócitos marcados com DAPI 
(4',6-diamidino-2-phenylindole). A barra corresponde a 5 μm. 
 
 
 
4.4. Resposta dos hemócitos a um estímulo microbiano 
 
A participação dos hemócitos nas respostas de defesa de P. hirundo foi 
avaliada após um estímulo microbiano com a bactéria marinha V. harveyi. Após 
24 h do estímulo, a contagem total (THC) e diferencial (DHC) dos hemócitos 
circulantes foi determinada nos diferentes grupos experimentais. O número 
total de hemócitos nos animais não estimulados foi de 3,57 ± 1,87×106 
células/mL enquanto que nos animais injetados com salina e V. harveyi foi de 
3,42 ± 2,04×106 e 3,33 ± 1,16×106 células/mL, respectivamente (Figura 7A). 
Apesar de não terem sido encontradas diferenças estatísticas no número total 
de hemócitos, a proporção de HG circulantes nos animais estimulados com V. 
harveyi e com salina foi 15,5 % maior do que em animais não estimulados 
(Figura 7B). 
 
 
 
 
Figura 7. Contagem total (THC) e diferencial (DHC) dos hemócitos de Pteria hirundo 24 horas 
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após a injeção de PBS-salina (grupo Salina) ou após a injeção de uma solução contendo 
bactérias Vibrio harveyi ATCC 14126 mortas por calor (grupo Estimulado). Animais não-
injetados foram utilizados como grupo Controle. (A) Os pontos representam a THC dos 
diferentes indivíduos (n=12) de cada grupo experimental e as linhas em vermelho a média. (B) 
As barras representam a média da porcentagem de hemócitos granulares (preto) e hialinos 
(branco) de cada grupo experimental. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças 
estatísticas entre as condições experimentais (P<0,05), obtidas através dos testes ANOVA e 
Tukey. 
 
O aumento no número de HG nos animais estimulados (com bactérias ou 
salina) pode estar associado à produção de novos hemócitos ou à 
diferenciação de hemócitos indiferenciados (os quais alguns foram descritos 
como hialinos) em hemócitos granulares. Além disso, durante os estímulos, 
algumas populações de hemócitos podem ter migrado para os sítios de 
infecção, como relatado em ostras da espécie C. gigas (Schmitt et al., 2012; 
Rosa et al., 2011). 
 
 
Controle Salina Estimulado
0
4
8
12
16
×
1
0
6
 c
é
lu
la
s
/m
L
Contagem diferencial de hemócitos (DHC)
Controle Salina Estimulado
0
20
40
60
80
100
Granulares
Hialinos
T
ip
o
 c
e
lu
la
r 
(%
)
A
B a b b
Contagem diferencial de hemócitos (DHC)
trole     Salin      Esti l o
ontrole     Salina     Esti ulado
Contagem total de hemócitos (THC)
33 
 
 
5. CONCLUSÕES 
 
 Os hemócitos de P. hirundo assemelham-se aos encontrados em outras 
espécies de moluscos e encontram-se na concentração de 3,57×106 
células por mL de hemolinfa; 
 Na hemolinfa dessa perlífera nativa estão presentes dois tipos principais de 
hemócitos: hemócitos granulares (HG) e hemócitos hialinos (HH); 
 Os hemócitos de P. hirundo são capazes de fagocitar microesferas de látex 
fluorescentes de 2 µm de diâmetro; 
 Não foi diagnosticada a presença de peptídeos antimicrobianos do tipo 
CSαβ (mitilinas e defensinas) nos hemócitos desses animais através da 
metodologia empregada; 
 Após 24 h de um estímulo microbiano ou injúria, a proporção de HG 
circulantes foi 15,5 % maior do que em animais não estimulados. 
 
O estudo sobre a imunidade de moluscos bivalves é motivada pela 
necessidade de entender como ocorre a interação desses animais com o seu 
ambiente e com os microrganismos comensais e patogênicos a eles 
associados. Dessa forma, é de extrema importância compreender o sistema 
imunológico de animais cultiváveis para o desenvolvimento de ferramentas e 
técnicas mais aplicadas que possam auxiliar no manejo e produção dessas 
espécies. 
Dentro dessa problemática, o presente trabalho mostrou um estudo inicial 
a cerca do sistema imunológico da perlífera nativa P. hirundo, que possui um 
grande potencial para a aquicultura em virtude de sua capacidade de produzir 
pérolas e ainda ser utilizada para o consumo humano. Devido a interessantes 
características zootécnicas (Albuquerque et al., 2012), essa espécie poderá ser 
uma nova opção de cultivo no estado de Santa Catarina. Tendo em vista 
futuros cultivos, o presente estudo poderá colaborar para uma maior 
compreensão dos aspectos imunológicos dessa espécie, podendo fornecer 
subsídios importantes para a prevenção e controle de enfermidades nos 
cultivos.  
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